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論文内容の要旨

【目的】

Hepatoma-derived growth factor (HDGF) は HuH7細胞の上清より Swiss3T3に対して増殖活性を持つ因子とし

て分離された。 HDGF は、繊維芽細胞、血管内皮細胞、ある種の肝癌細胞に対して増殖促進活性を有する。また

HDGF には五つの関連蛋白が発見されており、 HDGF を含めこれら 6 つの蛋白はN末端の約100アミノ酸に高い ho

mology を有しており、 HDGF ファミリーを形成している。我々はこのN末端の約100アミノ酸の homology の高い

領域を HATH (Homologous Amino Terminus of HDGF) 領域と名付けた。しかし、 HATH 領域以外の C末端側

の遺伝子特異的領域は殆ど homology を有しなし、。 HDGF の N末端にはシグナルぺプタイドは存在しな L 、。一方、

HDGF の HATH 領域内に核移行シグナル様配列 NLS1と遺伝子特異的領域に核移行シグナル NLS2が存在する。

そこで、 HDGF の核移行能における核移行シグナルの役割、核移行能と細胞増殖活性との関連性、さらに、

HDGF における細胞増殖活性の発現部位の解析を行った。

【方法】

HDGF の NLS1及び NLS2の mutant、及び、 truncated form を作製した。 HDGF の NLS1、 2 両方を欠失させ

た HDGFdN1dN2、 NLS1の塩基性アミノ酸を変異させた HDGFmN1、 NLS2の塩基性アミノ酸を変異させた HDGF

mN2、 NLS1、 2 両方を変異させた HDGFmN1mN2、 N末端より NLS2までの領域 (HDGF-LA) 、 HDGF-LA より

NLS2を除いた領域 (HDGF-SA)、さらに、 NLS2を含む C末端までの領域 (HDGF-LP) を作製した。更に、 HDG

FdN1dN2の NLS2に相当する部位に p53の NLS を挿入し HDGFdN1dN2-P53NLS を作製した。細胞内局在は GFP

キメラ蛋白を作製し293細胞に強制発現させて解析した。細胞増殖活性は293細胞を用いた transient expression の

系での DNA 合成能で測定した。更に、 HepG2 と NIH3T3を用いて myc-tagged の HDGF、 HDGFdN1dN2の stable

transf orman t を作製し DNA 合成能と細胞数を測定した。

【成績】

NLS1及び 2 の存在する intact HDGF は核に移行したが、 HDGFmN1mN2、 HDGFdN1dN2は核に移行しなかっ

た。また、 NLSlのみが存在する HATH 領域でも核に移行したが、一部、細胞質に存在していた。 HDGFmN1は核
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に移行した。 HDGFmN2で~ li核に移行したが、一部、細胞質に留まった。以上より、 HDGF 蛋白の核移行能には N

LS2が主に機能しており、 NLSlは補助的に作用していると思われた。

リコンビナント HDGF を細胞に添加すると増殖活性を示す。 GFP キメラ蛋白を含む培養液を濃縮した後293細胞

に添加すると over expression の系と同様のパターンを示した。すなわち、 GFP-HDGF は細胞内へ取り込まれ核へ

移行した。 GFP-HDGFdNldN2は、細胞内へ取り込まれたが核には移行しなかった。 GFP-HATH 蛋白を添加して

も細胞内に取り込まれ、一部核に移行した。尚、 HATH 領域を含まない遺伝子特異的領域のみでは細胞内に移行し

なかった。以上より、 HDGF は HATH 領域を介して細胞内へ取り込まれることが示唆された。

HepG2細胞の myc-HDGF の stable transformant では Mock に比べて細胞数の有意な増加(1.5-- 2 倍)と DNA

合成能の上昇( 2 倍)を認めたが、 HDGFdNldN2の stable transformant では細胞数の増加や DNA 合成能の上昇

は認められなかった。 NIH3T3細胞においても myc-HDGF の stable transformant では DNA 合成能の上昇 (2.5--

3 倍)が認められたが、 HDGFdNldN2では認められなかった。 GFP-HDGF を強制発現させた293細胞では Mock

と比べ DNA 合成能が有意に上昇していたが( 2 倍)、 HDGFmNlmN2、 HDGFdNldN2を強制発現させた細胞では

DNA 合成能の上昇は認められなかった。以上より、 HDGF は核に移行することにより細胞増殖活性を示すことが示

唆された。

次に、 HDGF の増殖活性発現に HDGF 蛋白のどの部位が必要であるかを GFP キメラ蛋白を用いた transient exｭ

pression の系で検討した。 HATH 蛋白には細胞増殖活性は認められなかったが、遺伝子特異的領域のみを強制発現

させると HDGF と同程度の増殖活性が得られた。また、 NLS2を含む HDGF-LA は HDGF-SA と同様に DNA 合成

能の上昇を示さず、更に HDGF-LP でも細胞増殖活性を示さなかった。 GFP-HDGFdNldN2-P53NLS を293細胞に

強制発現させると核に移行したが、細胞増殖活性は得られなかった。以上より、 HDGF の細胞増殖活性発現には NL

S2が必須であるとともに NLS2の両側の隣接領域も必要であると思われた。

【総括】

HDGF は HATH 領域を介して細胞内に取り込まれ、主として NLS2により核に移行すると考えられた。 HDGF

の細胞増殖活性発現には核移行が必須であると思われた。

HDGF の細胞増殖活性は遺伝子特異的領域に存在し、特に、細胞増殖活性発現には遺伝子特異的領域の NLS2 と

その両側の隣接領域が重要であると考えられた。

論文審査の結果の要旨

この研究は Hepatoma-derived Growth Factor (HDGF) の細胞増殖の発現機構について検討したものである。

すなわち、 HDGF の核移行シグナル (NLS) の存在に着目し核移行能と細胞増殖能の関連を検討し、細胞増殖活性

の発現部位を解析している。 HDGF の NLS mutants 及び truncated forms を作製し、これらの GFP fusion 蛋白

を293細胞に強制発現させて遺伝子特異的領域の核移行シグナル (NLS) により、核に移行することを明らかにした。

更に、遺伝子特異的領域の NLS とその隣接部位が細胞増殖活性発現に必須であることを明らかにした。細胞外から

の添加にて、 HDGF は HATH (Homologous to the Amino Terminus of HDGF) 領域を介して細胞内に取り込ま

れることも示している。これらのことは HDGF に特徴的な細胞増殖発現機構を示したものである。

以上より、この研究は学位に値するものと考える o
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